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Abstract: Among several inhibitory factors proposed in refractory anemia for 
rHuEPO， Aluminium (AI) is of most importance in the clinical setting， ruling out an iron 
deficiency， So， an evaluation of Al accumulation in the patient with chronic renal failure 
and an inhibitory effect by Al in erythropoiesis have been investigated in this study to infer 
some aspect of the pathogenesis of AHnduced anemia. An inhibitory effect by Al in 
erythropoiesis was assessed by in vitro culture method of CFU-E colony formation using 
fetal mouse liver cels. 
1) Evaluation of Al accumulation: RBC-Al content in patients was apparently higher 
than that in healthy subjects and disclosed clear correlation withムAl(rニ 0.540，p<0.05) 
In addition， comparative analysis between RBC-Al and Hb concentration also showed 
significant correlation (r=-0.400， p<O.OO1) and RBC-Al value corresponding to Hb 
concentration of as low as 6 g/ dl was to be 65μg/1013 cells or so. 
2) In vitro study of CFU-E: CFU-E colony count was significantly reduced by applica回
tion of Al in al experimental conditions. Furthermore， inhibitory effect found in Al 
application preceding the addition of EPO was to be about double the degree found in other 
experiments. 
3) Erythropoietic activity: CFU-E/logEPO of each patient correlated significantly with 
RBC-Al value (r = -0.486， p < 0 . 05). Based upon the above three studies， the following 
conclusions could be proposed， which may substantially contribute to protecting patients 
with chronic renal failure from Al-intoxication more safely. 
Conclusions: RBC-Al content is a precise parameter for prediction of Al-intoxication; 2) 
RBC-Al measilred in patients showed that a patient on maintenance dialysis having a risk 
of Al is not uncommon， irrespective of current widely expanded prophylaxis measures ; 3)
Al inhibitory effect on CFU-E formation is confirmed by in vitro study as well as in vivo 
study ; 4) RBC-Al value of 65μg/1013 cells is proposed as the critical value to predict the 
risk of Al intoxication; 5)in the rHuEPO therapy of patients having an RBC-Allevel higher 
than this level， removal therapy of Al should be considered. 
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例，維持血液透析患者，男性 43例，女性 26例の計 69例
を対象とし，これらはいずれも本試験に同意の得られた
症例である 維持血液透析患者の年齢は 16歳より 69歳，
平均 48.8土11.2歳，透析期聞は 12カ月より 223カ月，
平均 83.9土43.9カ月であった.
対照としては，同意の得られた健常人で男性 10例，女
























NaCl 0.5 mlを混合して IN酢酸で PH5.5に調整する.
15分間静震後，正確に 5分間沸騰水中に置いた後すぐに
氷冷し，遠沈02000rpm， 20分間〉後，上清を Seamless
Cellophane Tubing(Size : 8/32，和光純薬，大阪〉に入
れて抗生物質(PenicillinG 10万 U/1，Str巴ptomycin
0.1 g/l)を含む Dulbeccoーリン酸緩衝液(PBS)で一夜透




Table 1. Patient's profile 
Number A(YgE 〕 HD duration (M) 
M( 8) 57.0土7.2 (45-64) 
pre F(3) 62.0土8.2 (53-69) 
dialysis 
total(l1) 58.4土7.5 (45-69) 
HD 
M( 8) 54.5士10.8 (37-68) 3.3土2.1 (1-6) 
(at initiation) 
F(5) 58.0土10.5 (47-70) 4.2土2.9 (1-8) 
total (l3) 55.8士10.4 (37-70) 4.0士3目1 (1-8) 
HD 
M(43) 48.5士11.6 (16-69) 89.7土45.7 (13-223) 
(on maintenance) 
F (26) 49.4土10.7 (34-69) 74.4士39.9 (12-135) 
total(69) 48.8士1目2 (16-69) 83.9土43.9 (12-223) 
normal 
M(10) 34.8士11.4 (25-52) 
F(14) 40.9土10.8 (20-52) 
subjects total(24) 38.3士11.2 (20-52) 
primary disease : chronic glomerulonephritis (80 cases) 
diabetes m巴litus(12 cases) SLE (1 case) 
Plasma (1. 5 ml) + O.9%N aCL (0.5 ml) 
ι 
Acidification at pH 5.5 by adding 1 N ac巴ticacid 
ι 
Immersion in boiling water for 5 minutes 
ι 
Centrifugation at 4 'C， 12000 r目 p.m. 
for 20 minutes 
ι 





Millipore Filtration (pore size 0.45μm) 




4-3) CFU -E colony形成法:0.8 % methylcel-
lulose(信越化学，東京)， 30%牛胎仔血清(FlowLabora-
tories， Australia)， 10 mg/l N uc1巴otid巴s(和光純薬，大
阪)， 10-'M a-thioglycerol(和光純薬，大阪〉を含む r
mediumに，上記マウス胎仔肝細胞を浮遊し〔細胞数 3X
10'/mlに調狼)， 96 wellのmicroplate(Corning，New 
York)に 100μlずつ採り，標準 EPO(rHuEPO)
CEPOGIN，中外製薬，東京〉または試料(患者処理血援〕
10μlを添加し，充分に混和後， 37"C， 5 % CO，-95 %湿
空気下で 45-48時間培養し， 8細胞以上からなるヘモグ




Pick up and remove the liver from a fetus 
(1-2 mm in siz巴〉
ι 
Suspend the fetal liv巴rin a-medium 
containing 2% FCS 
ι 
Single cell suspension using 
Pasteur pipette 
Centrifugation at 1500-2000 r. p. m. 
for 7 -10 minutes 
ιI  ~e.~巴at
I 2 times 
Decanting ー」
ι 
Adiust cell content in suspension 
(3 X 105 c巴lls/ml)
Fig. 2. Procedure for fetal mouse liver cel 
suspenslOn 
ロビン合成を伴う細胞集団を CFU-E由来 colonyとし
て全視野につき算定した13)(Fig. 3) (Fig. 4)_ 
4-4) Al添加実験:マウス胎仔肝細胞を用いた CFU
-E培養系において rHuEPO濃度を 156，313， 1250 mU/ 
mlの3段階で設定し，各培養系に Alを0.05，0.1， 0.2 
ppmの濃度で、添加して， CFU-E colony数を算定した.
さらに， EPO濃度 156，313U /mlで， EPO添加 3時間
前，同時， EPO添加 3時間後と時間差を設定して Alを
添加し，培養系への Al添加の時間的影響を検討した
(442) 新井邦彦
(Fig.5).なお，培養系の環境条件による測定誤差をなく 度である 0.05~0.2 ppmおよび高濃度である 0.5ppm 
す為に測定は同一日に行い，対照実験として同様の条件 においても colony形成の抑制は認められなかった(Fig
にてFレアチニン02mg/ml)添加の影響も確認した 6).
4-5) rHuEPO非存在下での Alの影響 生理学的濃 5) 血竣エリスロポエチン濃度・
Preparation of culture medium 
2% methylcellulos巴 ina-m巴dium





Add 0.9 ml of a fetal mouse liver cel suspension 
(3 X 105 cells/ml) into 8 ml ofmulture medium 
4 
Put into microplat巴 000μl/well)
4 
Standard EPO or sample (10μ1) 
ι 
370C， 5% CO， inair (45~48 hours) 
ι 




Fig目 3.Method of CFU-E colony formation. 





血差是 EPO濃度は， radio immunoassay法(SRL社，
八王子，東京〉により抗原蛋白量として測定した.




6-2) BFU -E colony形成法:0.8 % methylcel 
lulos巴， 30 %牛肝仔血清， 1 %牛血清 albumin(Sigma，
U.S目 A.)，2 U/ml EPO， 100 U/ml IL-3(Genzyme， U. S. 
A.)， 100 U/ml GM-CSF(Genzym巴， U. S. A.)， 10 mg/l 
Nucleotides， 10-4 Ma -thio -glycerolを 含 む a
mediumに，マウス胎仔肝細胞浮遊液を細胞数 1x 105/ 
mlに浮遊したものを，直径 35mmのsuspension dish 











1) 赤血球 Al値・対照の健常人では全例 2μg/1013
C巴lIs以下であった.保存期腎不全患者群では平均
5 . 74:t: 2 . 33μg/1013 C巴lIs，導入期血液透析患者群では平
均 13.82土6.57μg/1013cells，維持血液透析患者群では
平均 54目 58土31.68μg/10日 cellsであり，各群聞に明か
Aluminium 





[EPO] 156mUlml， 313mU!ml 







p<O. 001) (Fig目 10) 一般にrHuEPOの適応水準となっ
ている Hb 値 6~6.5 g/dlに相当する赤血球 Al値は 65
















10% Bovine S巴rumAlbumin 
EPO (200 U/mJ) 
IL-3 (2500 U/mJ) 
GM-CSF (2000 U/mJ) 
CellsCl x 10'/mJ) 





</>35 mm suspension dish (1 mJ) 
4 
370C， 5 % CO2 in Air (7 ~ 9 days) 
4 
Colony count 
Fig. 7. Method of BFU-E colony formation. 
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Fig.6目 Effectof each concentration of Aluminium 





















pre・dialysis (at inHiatiOn) (on mali~tenance) normal subjects 
(n=11) (n=13) (n=69) (n=24) 
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Fig. 9. Relationship betw巴巴nRed Blood Cell-Aluminium (RBC-Al) and Serum-Alminium 
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r =・0圃400
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3) ムAl値との比較:DFO負荷によるムAlを維持血 したCFig.14). 
液透析患者 16例につき検討した.血清 Al値とムAl値 また，同様の系における対照群としてのFレアチニン
には相関は認められなかったが，赤血球Al値とムAl値 添加に関しては，ほとんど影響は認められなかった.
には有意な正の相関を認めた(rニ0.540，p< 0.05) (Fig. 6) 維持血液透析患者でのエリスロポエチン活性・維
11). 持血液透析患者 20例について血竣を前述の如く処理し
4) マウス胎仔肝細胞を用いた CFU-E培養系への てCFU-Ecolony数を算定し，同時検体にて RIA法に
Al添加の影響:0.5 ppmの高濃度の Al下では， 78， より測定された EPO濃度(抗原蛋白量〉の対数値で補正
156， 313および 1250mU/mlのいずれの EPO濃度にお した CFU-E/log(EPO)値を各患者でのエリスロポエチ
いても明らかな colony形成の抑制が認められたが，そ ン活性とした.
の抑制効果は 78mU/mlで64.1%， 156 mU/mlで45.6 CFU -E/log(EPO)と赤血球 Al値の聞には有意な負
%， 313mU/mlで30.8%および 1250mU/mlでは 16.5 の相関が認められた(r=-0.486，p<0.05)(Fig. 15). 
%と EPO濃度上昇につれて低下した(Fig.12).一方 7) マウス胎仔肝細胞を用いた BFU-E培養系への
156， 313 mU/mlの生理的 EPO濃度下では， Al濃度が Al添加の影響:BFU-E colonyは， Alを含まない con
0.2ppmにおいて有意な colony形成の抑制効果が認め trol培地で平均 350.3土13目7のcolony数を形成した.
られ， rHuEPO投与時の半減期濃度に相当する 1250 Al添加培地では， 0.02， 0.2， 2 ppmの濃度でそれぞれ
mU/ml においては，有意な抑制はかからなかった(Fig. 254. 8:t12 .3， 251. 5:t 14 .3， 247.8土9.4のcolony数を形
13). 成し，有意差を認めなかった(Fig.16).Fig.17はマウス
5) Al時間差添加の CFU-E colony形成への影響・ 胎仔肝細胞の BFU-Ecolony像である.なお，追試とし
生理的 EPO濃度である 156mU/ml下に，生理的 Al濃 てヒト末梢血単核球を用いて， BFU-E colony形成を行
度 0.2ppmを添加したところ， EPO添加 3時間前で い同様の実験を施行したが，有意の抑制は認められなか
27.0 %，同時添加で 16.4%， EPO添加 3時間後で 13.4 った. Fig.18はヒト末梢血単核球の BFU-Ecolony像
%と，明かにEPO添加 3時間前で有意に強い colony形 を示す.
成の抑制が確認された(p<O.Ol).同様に 313mU/mlの 尚，本研究で赤血球溶血の充進は血清ハプトグロピン
















r = 0.310 . 
LlAI 2 (μg/I) 50 
， n = 16
r = 0.540 
P < 9.05 
y = 0.68x + 44.3 
LlAI 
100 (μg/I) 























Fig. 12. Effect of Aluminium (0.5 ppm) on CFU-E with EPO. 
考 察
健常者の体内 Al分布は骨 40%，筋肉 41%脳 1%，肺
















られる 20).しかし Alは血中ではほとんど transferrin




ことに Chelatorとして DFOを用いた負荷法は， Alへ
の比較的高い特異性から現在 Al蓄積推定の gold stan. 
dardとなっており，組織沈着量との相関も良好であるこ
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n = 20 
r =開0.486
p < 0.05 




















Fig. 16. Effect of each concentration of Aluminium 
on BFU-E 
Fig. 17. BFU-E colony Cfetal mouse liver cel!) 


























































今回確認された in vitroでの Al添加による


























































て， 0.5ppmの高濃度の Al下では， colonyの抑制効果





EPO 156 mU/ml 濃度下において， EPO添加 3時間前
で， 27.0 %，同時添加で 16.4%， EPO添加 3時間後で
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